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Abkürzungen
Cer ................ Ceramid
DCC ................ N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid
DEAE- .............. Diethylaminoethyl-
DHU ................ N,N'-Dicyclohexylharnstoff
DMF ................ Dimethylformamid
DMSO ............... Dimethylsulfoxid
Fuc ................ Fukose, Fukosyl-
Gal ................ Galaktose, Galaktosyl-
GalNAc ............. N-Acetylgalaktosamin(yl-)
Glc ................ Glukose, Glukosyl-
GlcNAc ............. N-Acetylglukosamin(yl-)
GSL ................ Glykosphingolipid
HBL ................ human brain lectin
HIV ................ human immunodeficiency virus
HPTLC .............. high-performance thin layer chromatography
Man ................ Mannose
NHS ................ N-Hydroxysuccinimid 
................... (N-Hydroxy-2,5-dioxopyrrolididon)
p.A. ............... pro analysis
pH ................. potentia hydrogenii
PSGL-1 ............. P-selectin glycoprotein ligand 1
PVDF ............... Polyvinyldifluorid
Pyr. ............... Pyridin
rpm ................ revolutions per minute
Rt ................. Raumtemperatur
ü.N. ............... über Nacht
x g ................ Vielfaches der Erdbeschleunigung
Nomenklatur einzelner GSL bzw. Kohlenhydrate nach IUPAC-IUB (1),
die Ganglioside sind der Nomenklatur von Wiegandt (2) folgend
abgekürzt worden:
Lex Galß1->4[Fucα1->3]GlcNAcß1->R
LacCer Galß1->4Glc->Cer
Sgal1 I3SO3-Gal-Cer
globo H [Fucα1->2]Galß1-4GbOse4-Cer
Gtet1 IV3NeuAc-GgOse4-Cer
Glac1 II3NeuAc-Lac-Cer
Glac2 II3(NeuAc)2-Lac-Cer
Gtri2 II3(NeuAc)2-GgOse3-Cer
Gtet2b II3(NeuAc)2-GgOse4-Cer
Gfpt1 IV2Fuc-,II3NeuAc-GgOse4-Cer
1. EINLEITUNG
Polysaccharide sind, ähnlich wie Nukleinsäuren und Proteine,
Biopolymere.
Homopolymere Polysaccharide agieren meist als Energiespeicher
(Glukagen, Stärke) oder Gerüstsubstanzen (Cellulose, Chitin,
Pektine) eines Organismus'. Strukturell sind Polysaccharide oft
aufgrund der mannigfaltigen Verknüpfungsmöglichkeiten schwer zu
untersuchen.
Polysaccharide mit komplexeren Kohlenhydratsequenzen liegen oft
frei (3,4), größtenteils jedoch an Trägermoleküle gebunden vor.
Die Kohlenhydratketten liegen dabei zum Teil an Proteine geknüpft
als Glykoproteine oder als Glykolipide vor, wenn die
Oligosaccharidstruktur von einem Lipid getragen wird.
Obwohl Glykoproteine und Glykolipide in Aufbau und Biosynthese
wenig gemeinsam (5-7) haben, gibt es in den Kohlenhydratketten von
Glykoproteinen und Glykolipiden teilweise identische terminale
Strukturen (8-10). Die Existenz von monoklonalen Antikörpern, die
mit diesen Kohlenhydratepitopen kreuzreagieren (11), läßt jedoch
funktionelle Gemeinsamkeiten vermuten.
So liegt die Vermutung nahe, daß die Sequenz der Monosaccharide,
ihre Verknüpfung und ihre Konformation eine Information be-
inhaltet, über die man bislang noch wenig weiß.
Glykoproteine und Glykolipide sind so in der Plasmamembran lo-
kalisiert, daß die Kohlenhydratkette in den interzellulären Raum
ragt (12,13). Sie befinden sich also an strategisch wichtiger
Stelle für die Signalübermittlung. In der Tat belegen zahlreiche
Studien, daß Glykolipide die Signalübertragung entscheidend
beeinflussen (siehe zum Überblick (14)).
Desweiteren haben die komplexen Kohlenhydrate oft Eigenschaften
tumor-spezifischer Antigene, d.h. in zahlreichen Fällen ist eine
Korrelation zwischen der Struktur der Polysaccharide und der
Karzinomart gefunden worden (Übersicht in (8,15)).
Bei der Betrachtung von Kohlenhydraten ist es fast nicht
möglich, die Lektine unerwähnt zu lassen:
Lektine sind ursprünglich Proteine aus Pflanzen (16-29), die sich
durch eine Spezifität für jeweils eine bestimmte Kohlenhy-
dratstruktur auszeichnen. Sie entstammen nicht dem Immunsystem,
haben mindestens zwei Kohlenhydratbindestellen, die zum Teil
kovalent teils nichtkovalent verbunden sind (30). Dadurch sind
diese Moleküle in der Lage, Zellen zu agglutinieren und/oder
Glykokonjugate zu präzipitieren (31).
Aus fast jedem Organismus ist inzwischen ein Molekül isoliert
worden (16,24,32-39), das zwar nach der genetischen und der daraus
folgenden Strukturhomologie ein Lektin ist, aber auf das die obige
Definition nicht ganz paßt. Daher soll eine Kohlenhy-
dratbindestelle ausreichen, und die Fähigkeit zur Agglutination
soll nicht mehr zwingend notwendig sein, damit ein Molekül in die
Klasse der Lektine gehört. Vielmehr werden nach dieser Definition
alle kohlenhydratbindenden Moleküle mit Ausnahme der Antikörper
und der Enzyme als "Lektin" bezeichnet (40).
Zum Teil sind die Lektine in die Zellmembran integriert oder an
sie assoziiert (17,24). So können diese Moleküle ihrerseits als
Rezeptor für Kohlenhydrate bei der Zell-Zell Wechselwirkung
agieren.
Besondere Bedeutung erlangten diese Moleküle durch die Entdekkung
der "animal lectins" und ihrer Involvierung in viele Erkennungs-
und Bindungsprozesse (siehe zum Überblick (41).
Nach der Homologie der Aminosäuresequenzen werden die animal
lectins in fünf Gruppen eingeteilt (s. Abb. 1): den C-Typ, den I-
Typ, die Galektine, die Pentraxine und den P-Typ (42,43).
Untergruppe                   Ligand                        
C-Typ Selektine, Kollektine, PSGL-1, 
Ashwell-rezeptor, Rezeptor für
asialo-Glykoproteine
(Bindung ist Ca2+-abhängig)
I-Typ I-CAM, N-CAM, HNK-1 Epitop,
Man6GlcNAc2, Sialyllaktose
Galektine ß-Galaktoside, HBL
Pentraxine sulfatierte und/oder 
phosphorylierte Monosaccharide
P-Typ Mannose-6-phosphat enthaltende 
Glykoproteine
Abb. 1: Zusammenfassung der Lektine und ihrer Liganden
Das Studium und das genaue Wissen von Interaktionen via
Kohlenhydrate ist insofern von großer Bedeutung, als Zell-Zell
Wechselwirkungen bei der Tumorprogression (44) und Metastasierung
eine essentielle Rolle spielen. Die Lektine sind Teil einer großen
Proteinfamilie von Zell-Zell Erkennungs-/
Wechselwirkungsmolekülen, zu denen unter anderem die Immunglo-
bulinsuperfamilie, die Integrine (45-48) und die Selektine (49-55)
gehören. Diese Moleküle sind Gegenstand intensiver Forschung, weil
sie mehr oder weniger stark in die Wechselwirkung verschiedener
Zellen involviert sind und so einen Schlüsselpunkt im Verständnis
und in der Beeinflussung der Wechselwirkung darstellen (56-61).
Bei der großen, aber anscheinend systematischen Vielfalt der
Oligosaccharidstrukturen erscheint es angebracht, mehr über die
Bindestellen für komplexe Kohlenhydrate in Erfahrung zu bringen.
Dazu wird ein Untersuchungsmolekül benötigt, das sowohl
Saccharidstrukturen als auch eine Markierung trägt.
Die Wechselwirkung via Kohlenhydrate an sich ist schwach und wird
leicht von anderen Wechselwirkungen überdeckt (62-64). Daher ist
es geboten, daß das Untersuchungsmolekül mehrere gleichartige
Kohlenhydratepitope trägt.
Schon von anderen Zelladhäsionsmolekülen ist bekannt, daß die
Affinität zu dem entsprechenden Bindungspartner bei einem
multivalenten Reagenz sehr viel stärker ist und so zur Erzielung
des biologischen Effekts eine viel kleinere Konzentration an
multivalentem Reagenz benötigt wird als bei monomerem
Oligosaccharid (65-67).
In Zusammenfassung sollte man von einem solchen
Untersuchungsreagenz folgende Eigenschaften fordern:
1. Es sollte strukturelle Kohlenhydratgruppenspezifität 
besitzen;
2. es sollte klein (niedermolekular) sein;
3. für in vivo-Untersuchungen sollte es wasserlöslich sein;
4. es darf keine Ladung tragen, um so eine Wechselwirkung 
vorzutäuschen, die nicht von den Kohlehydraten ausgeht;
5. das Untersuchungsreagenz muß multifunktionell sein, um 
einerseits eine Mehrfachbeladung mit Kohlenhydratstruk-
turen zu ermöglichen, andererseits noch die Bindung einer
Markierung zu ermöglichen.
Zur Erfüllung aller dieser Voraussetzungen fanden wir das Dipeptid 
γ-L-Glutamyl-glutaminsäure als Trägermolekül für die
Oligosaccharidstrukturen und der Markierungsgruppe geeignet.
Als Quelle für Oligosaccharide wurden zum einen kommerziell er-
hältliches Glukosamin zum anderen Glykosphingolipidderivate ge-
wählt. Letztere zeichnen sich dadurch aus, daß die Kohlenhy-
dratstrukturen leicht zugänglich und vor allem strukturell ein-
heitlich sind.
2. MATERIAL UND METHODEN
Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht abweichend
aufgeführt, von den Firmen MERCK (Darmstadt), RIEDEL-DE HAEN
(Seelze), SERVA (Heidelberg), ALDRICH (Steinheim), BOEHRINGER
(Mannheim), FLUKA (Buchs, Schweiz) und SIGMA (St. Lois MO, USA)
mit p.A. Reinheit käuflich erworben.
Fertig gepackte Chromatographiesäulen und Säulenmaterialien wurden
von WATERS (Milford MA, USA), PHARMACIA (Uppsala, Schweden) und
BIO-RAD (Richmond CA, USA) bezogen.
Die Gase Stickstoff und Sauerstoff (zur Ozondarstellung) wurden
von der Firma MESSER GRIEßHEIM (Frankfurt/Main) bezogen.
Das verwendete ABC-Reagenz (Avidin-Biotin Complex) auf Biotin
wurde von der Firma Vector Lab. (Vertrieb Boehringer Ingelheim, D)
gekauft.
HPTLC-analyse der GSL
Laufmittel
Nr. Zusammensetzung Verhältnis(v/v/v)
I CHCl3:CH3OH:H20 45:45:10
II CHCl3:CH3OH:H2O 60:25:4
III PrOH(1):H2O 7:3
IV MeOH:H2O 7:3
V BuOH(1):HOAc:H2O 4:1:1
V BuOH(1):HOAc:H2O 60:30:10
VI MeOH:H2O 7:3
Die Dünnschichtchromatographie wurde auf Glasplatten, die mit
Kieselgel 60 beschichtet sind, der Fa. Merck durchgeführt.
Bei der HPTLC-analyse von GSL muß berücksichtigt werden, daß die
GSL aufgrund der variierenden Zusammensetzung des Ceramids kein
einheitliches Bild ergeben, obwohl die Zusammensetzung der
Oligosaccharidkette gleich ist. So sind allein 60 verschiedene
Formen des Sphingosins bekannt (68). Nimmt man jedoch noch die
Acylierung des Sphingosins mit verschiedenen Fettsäuren dazu,
gelangt man schnell zu einer großen Zahl an möglichen Formen.
(Die fett gedruckten Zahlen in Klammern bezeichnen die
Verbindungen in den Schemata in der Diskussion.)
2.1 Synthese von (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure (2)
27,6 mg (0,1 mmol) γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure (Glu2) wurden
in 2 ml 0,1 M Natriumhydrogencarbonatlösung gelöst und mit einer
Lösung aus 34,6 mg (0,1 mmol)
 
Biotin-N-succinimidester in 1 ml DMF
versetzt.
Nach 4 Stunden wurde durch Zugabe von 20 µl Triethylamin ein pH-
Wert von 8 eingestellt und weitere 20 mg Biotin-N-succinimidester
zugefügt.
So resultiert ein Verhältnis:
Glu2 : Biotin-N-succinimidester = 1:1,6
Dieser Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 24 Stunden gerührt und
anschließend lyophilisiert.
Zum Entsalzen wurde der Ansatz in 4 ml Wasser aufgenommen und über
eine frisch regenerierte Dowex 50-H+ (V=2 ml) gegeben.
Mit 40 ml Wasser wurde eluiert. Das Eluat wurde einrotiert, in 10
ml Wasser aufgenommen und dünnschichtchromatographisch analysiert.
2.2 Hydrolyse von (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutamin-
säure (2)
7,94 µg (0,01 mmol) (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-
glutaminsäure (2) wurden zur Trockne gebracht und mit 1 ml 1 M
Salzsäure für 4 Stunden bei 100°C inkubiert.
Anschließend wurde mit Wasser verdünnt und die Salzsäure
wiederholt abgedampft.
Zuletzt wurde der Ansatz in 500 µl Wasser aufgenommen und
dünnschichtchromatographisch untersucht.
2.3 Synthese von (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure-
trisuccinimidester (Biotin-Glu2-succ3) (3)
Die (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure (2) wurde mit
12,08 mg (0,11 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 21,67 mg (0,11 mmol)
Dicyclohexylcarbodiimid in 5 ml DMF aufgenommen. Es wurde mit
Stickstoff überschichtet und über Nacht bei Raumtemperatur
gerührt.
2.4 Isolierung von Galaktosylcerebrosid (GalCer)
100 g menschliches Hirn wurde in Aceton homogenisiert und in
Aceton für 24 Stunden bei 4°C stehengelassen. Der klare Überstand
wurde dekantiert und der Rückstand abfiltriert. Mit CHCl3:MeOH:H2O
= 10:10:1 wurde zweimal für je 2,5 Stunden extrahiert, die
Extrakte vereinigt und zur Trockne gebracht. Der Rückstand wurde
in Methanol aufgenommen und mit Natriumhydroxidlösung bei einem
pH-Wert von 12 für 4 Stunden bei 50°C verseift. Dann wurde mit
Essigsäure auf einen pH-Wert von 5 eingestellt und gegen Wasser
dialysiert. Nach einer Woche wurde das Dialysat, das ein Gemisch
aus Sgal1/GalCer/Ganglioside darstellte, in 200 ml
Chloroform:Methanol = 1:1 gelöst.
Diese Lösung wurde auf eine DEAE-Sephadex A 25 Säule Acetat-
form (V=200 ml) gegeben.
Um die neutralen GSL abzutrennen, wurde die Säule mit 500 ml
Methanol gewaschen.
Danach wurde sukzessive mit je 400 ml 0,02 M, 0,04 M und 0,1 M und
1000 ml 1 M methanolischer Ammoniumacetatlösung eluiert; dabei
wurden die letzten Milliliter der Elution mit 1 M Ammonium-
acetatlösung getrennt aufgefangen.
Anschließend wurden alle Fraktionen gegen Wasser dialysiert, zur
Trockne gebracht, in Methanol aufgenommen und dünnschicht-
chromatographisch analysiert.
2.5 Chemische Modifizierung von Galaktosylcerebrosid (6) zu 
reduktaminiertem Galaktosylcerebrosid
2.5.1 Ozonolyse
6 mg (8,25 µmol) GalCer (6) wurden in 5 ml Methanol gelöst.
Bei Raumtemperatur wurde durch diese Lösung Ozon mit einer Ge-
schwindigkeit von 1-2 Blasen/s geleitet, bis eine nachgeschaltete
Kaliumjodid-Stärke-lösung durch unverbrauchtes Ozon violett
gefärbt wurde (ca. 15 Minuten).
Anschließend wurde durch die Reaktionsmischung für 5 Minuten
Stickstoff geleitet, um restliches Ozon auszutreiben.
2.5.2 Reduktive Aufarbeitung des Ozonids
Durch Zugabe von 30 µl Dimethylsulfid und eine Inkubation für
12 Stunden bei 4°C wurde das Primärozonid zum Aldehyd reduziert.
Nach kaltem Einrotieren am Rotationsverdampfer wurde der
abgespaltene Aldehyd durch wiederholte Extraktion mit n-Hexan (3 x
2 ml, dreiminütige Ultraschallbehandlung, 15 Minuten
Zentrifugation bei 3800 x g) entfernt.
2.5.3 Reduktaminierung
Der Extraktionsrückstand wurde zusammen mit 15,0 mg Natri-
umcyanoborhydrid in 5 ml 1 M methanolischer Ammonium-acetatlösung
aufgenommen und für 12 Stunden bei 37°C inkubiert.
Zum Entsalzen wurde das Reaktionsgemisch zur Trockne eingedampft
und auf eine mit 20 ml Methanol, 10 ml Methanol:Wasser=1:1 und 20
ml Wasser vorgewaschene Sep-Pak C18-Säule der Firma Waters
gegeben. Mit 20 ml Wasser wurde das Salz von der Säule gewaschen,
bevor mit 20 ml Methanol eluiert wurde.
2.5.4 Isolierung des Aminoprodukts (7)
Der Ansatz wurde in 150 µl Methanol auf eine regenerierte
Dowex 50 H+ Säule (V=5ml) in Methanol rekursiv aufgetragen.
Nicht umgesetztes GalCer wurde mit 50 ml Methanol von der Säule
gewaschen, bevor mit 50 ml 0,1 M methanolische HCl eluiert wurde.
2.6 Kupplung von Biotin-Glu2-succ3 (3) mit Glukosamin
2,5 µmol Biotin-Glu2-trisuccinimidester (3) wurden einrotiert
und in 500 µl DMF aufgenommen.
Diese Lösung wurde zu einer Lösung von 16,17 mg (0,075 mmol)
Glukosamin-Hydrochlorid (10 facher Überschuß) in 500 µl DMF, die
mit 10 µl Triethylamin auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt
worden war, gegeben.
Bei Raumtemperatur wurde für 48 Stunden gerührt.
2.6.1 Isolierung des Glykokonjugats (8)
Dazu wurde der Konjugatansatz in 150 µl Acetonitril:Wasser=1:1
aufgenommen und auf eine Säule aus Sephadex LH 20 (V=20 ml), die
mit 200 ml Acetonitril:Wasser=1:1 equilibriert worden war,
aufgetragen. Mit 200 ml Acetonitril:Wasser=1:1 wurde bei einer
Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min chromatographiert, wobei
Fraktionen von 5 ml geschnitten wurden.
Um den Überschuß an Glukosamin abzutrennen, wurden die Fraktionen
mit dem Glykokonjugat über eine Kieselgelsäule (V=10 ml) gegeben.
Mit BuOH:HOAc:H2O=60:30:10 wurde das Glukosamin abgetrennt, bevor
das Glykokonjugat mit 100 ml Wasser eluiert worden ist. Der vom
überschüssigen Glukosamin befreite Ansatz wurde zur Trennung der
mono-, di-, bzw. triglykosilierten Konjugate in 200 µl Wasser auf
eine DEAE-Sephadex A 25 Acetat Säule (V=25 ml) gegeben.
Zuerst wurde das ungeladene triglykosilierte Glykokonjugat mit 50
ml Wasser von der Säule gewaschen, danach wurde sukzessive mit je
100 ml 1 M und 2 M Ammoniumacetatlösung eluiert und
dünnschichtchromatographisch analysiert.
Schließlich wurden die Spots mit dem kleinsten Rf-Wert, die mit
Orcin-Reagenz reagierten (Waschen mit Wasser und Elution mit 1 M
Ammoniumacetatlösung) aus dem Dünnschichtchromatogramm
ausgekratzt, und das Kieselgel wurde mit Wasser eluiert. Das Eluat
wurde mit ABC-Reagenz auf Biotin getestet.
2.7 Kupplung von Biotin-Glu2-succ3 (3) mit isoliertem 
reduktaminiertem Galaktosylcerebrosid (7)
Zu 1,85 µg (2,5 mmol) Biotin-Glu2-trisuccinimidester (3)
wurden 30,8 mg (5,6 mmol) isoliertes reduktaminiertes GalCer (7)in
500 µl DMF gegeben, mit 50 µl Diisopropylethylamin versetzt, mit
Stickstoff überschichtet und bei Raumtemperatur stehengelassen.
Nach 3 Tagen wurde die Reaktionsmischung zur Trockne gebracht.
Der Reaktionsansatz wurde in 5 ml Wasser aufgenommen und
dünnschichtchromatographisch untersucht.
2.7.1 Isolierung des Glykokonjugats (10)
Dazu wurde der Konjugatansatz in 150 µl Aceto-
nitril:Wasser=1:1 aufgenommen und auf eine Säule aus Sephadex LH
20 (V=20 ml), die mit 200 ml Acetonitril:Wasser=1:1 equilibriert
worden war, aufgetragen. Mit 200 ml Acetonitril: Wasser=1:1 wurde
bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min chromatographiert,
wobei Fraktionen von 5 ml geschnitten wurden.
Die Fraktionen wurden einrotiert, in 50 µl Wasser gelöst und
dünnschichtchromatographisch analysiert.
Zur Trennung der mono-, di-, bzw. triglykosylierten Konjugate
wurde die Fraktion mit dem Glykokonjugat in 200 µl Wasser auf eine
DEAE-Sephadex A 25 Acetat Säule (V=25 ml) gegeben.
Zuerst wurde das ungeladene triglykosylierte Glykokonjugat mit 50
ml Wasser von der Säule gewaschen, danach wurde sukzessive mit je
100 ml 1 M und 2 M Ammoniumacetatlösung eluiert.
Die Fraktionen wurden zur Trockne gebracht, in Wasser aufgenommen
und dünnschichtchromatographisch analysiert.
Schließlich wurden die Spots mit dem kleinsten Rf-Wert, die mit
Orcin-Reagenz reagierten (Waschen mit Wasser und Elution mit 1 M
Ammoniumacetatlösung) aus dem Dünnschichtchromatogramm
ausgekratzt, und das Kieselgel wurde mit Wasser eluiert. Das Eluat
wurde mit ABC-Reagenz auf Biotin getestet.
2.8 Nachweise für die Dünnschichtchromatographie
2.8.1 Nachweis hydrophober Substanzen (69)
Das HPTLC wird nach der Entwicklung und nach dem Abdampfen des
Laufmittels in einen Trog mit Jodkörnchen gestellt. Hydrophobe
Substanzen geben sich durch Gelb- bis Violettfärbung zu erkennen.
Nach dem Abdampfen des Jod sind die Dünnschichtchromatogramme noch
für jede andere Nachweisreaktion verwendbar.
2.8.2 Nachweis von primären Aminogruppen (69)
0,3 g Ninhydrin werden in 100 ml 1-Butanol gelöst und mit 3 ml
Essigsäure versetzt. Mit dieser Lösung wird das HPTLC kurz angesprüht
und bei 120°C entwickelt. Nach 5-10 Minuten sind die Substanzen mit
primärer Aminogruppe rot bis rot-blau zu erkennen.
2.8.3 Nachweis sekundärer Aminogruppen (69)
Das HPTLC wird nach Beendigung der Entwicklung zuerst einer
Inkubation mit Chlor unterzogen, das überschüssige Chlor
abgeblasen, gefolgt von einem Ansprühen mit einer Lösung aus o-
Tolidin.
Stickstoffhaltige Verbindungen erscheinen als blaue Flecken
(70,71).
Da diese Reaktion sowohl mit primären als auch mit sekundären
Aminoverbindungen abläuft, ist die Aussage, um was für eine
Aminogruppe es sich handelt, in Kombination mit der
Ninhydrinreaktion möglich.
Das Chlor wird wie folgt in situ gewonnen: gleiche Volumina einer
1,5 %igen KMnO4-lsg. und einer 10 %igen HCl-lsg. werden zu-
sammengegeben.
Dabei wird das Chlorid vom Permanganat zum Chlor oxidiert.
Wirkt das Chlor auf eine stickstoffhaltige Verbindung auf dem
Dünnschichtchromatogramm ein, so wird (werden) nun das (die)
Wasserstoffatom(e) am Stickstoff substituiert.
Danach besprüht man das Dünnschichtchromatogramm mit einer Lösung
aus 32 mg o-Tolidin, 0,2 g KJ und 6 ml Eisessig auf 100 ml Wasser.
Dabei reagiert das Chloramin mit dem o-Tolidin unter Bildung eines
chinoiden Systems zu einem blauen Farbstoff.
2.8.4 Nachweis von Zuckern
Das HPTLC wird mit einer Lösung aus 0,2 g Orcin in 89,3 ml
destilliertem Wasser und 10,7 ml konzentrierter H2SO4 gleichmäßig
angesprüht. Anschließend wird für 3-5 Minuten bei 120°C
entwickelt. GSL erscheinen violett-braun.
2.8.5 Nachweis von Succinimidestern (69,72,73)
Sprühlösungen:
1.: 14% NH2OH, 14% NaOH in H2O
2.: 5% FeCl3 in 1.2 N HCl
Prozedur: Das HPTLC wird zunächst mit Lösung 1 angesprüht und
anschließend für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei
reagiert das Hydroxylamin mit dem Succinimidrest zur Mo-
nohydroxamsäure.
Nach der Inkubation wird das HPTLC mit Lösung 2 angesprüht. Nun
bildet sich ein rot-gelber Farbkomplex aus der Hydroxamsäure und
dem Eisenatom.
Eine deutliche Verstärkung der Färbung ist zu erreichen, indem
das HPTLC nach dem Besprühen mit der 2. Lösung für ca. 12 Stunden
im Dunkeln bei 4°C gelagert wird.
2.8.6 Nachweis von Biotin
Folgende Sprühlösung wird zusammengestellt:
5 ml 6 %ige KI, 4,85 ml Wasser und 150 µl 10 %ige H2(PtCl6)*6 H2O;
damit wird das DC dünn angesprüht. Biotinhaltige Substanzen
erscheinen als weiße Flecken auf einem rosa Hintergrund.
Die Sprühlösung ist im Kühlschrank mehrere Tage haltbar.
Allerdings ist dieser Nachweis nicht gut brauchbar, da der
Kontrast zwischen Hintergrund und Substanzflecken nicht gut zu
sehen ist. Daher ist hier noch ein weiteres Verfahren angeführt:
Biotin/Biotinhaltige Verbindungen (Biotin-Glu2,Biotin-Glu2-
trisuccinimidester, biotinyliertes Glykokonjugat) werden auf eine
PVDF-membran Immobilon-P der Fa. Millipore spotförmig aufgetragen.
Zur besseren Bindung wird die Membran für 10 Stunden bei 4°C
inkubiert.
Danach wird sie für 1 Stunde mit 30 Minuten vor Gebrauch
angesetzten ABC-Reagenz nach Anleitung der Fa. Vector inkubiert.
Nun wird 3 mal für je 3 Minuten mit 0,1 M phosphatgepufferter
Salzlösung pH=7,4 gewaschen.
Anschließend erfolgt die Färbung mit 4-Chloro-1-naphtol/H2O2:  1
ml einer Lösung aus 15 mg 4-Chloro-1-naphtol in Methanol werden in
25 ml 10 mM PBS/0,05% Tween 20 gegeben; die trübe Lösung wird
filtriert, unmittelbar vor Gebrauch mit 10 µl 30% H2O2 versetzt
und auf die Immobilonmembran gegeben.
3. Ergebnisse
Zuerst wurde das Trägermolekül γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure mit
einer Markierungsgruppe versehen und die primäre Aminogruppe
verschlossen, so daß es nicht zu einer homogenen Kondensation kommen
konnte.
3.1 Synthese von (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutamin- 
säure (2)
Die eingesetzte γ-Glu2 ist zu (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-
glutaminsäure (2) umgesetzt worden.
Der Reaktionsansatz reagiert nicht mehr mit Ninhydrin s. Abb. 2a,
Spur 2.
Durch die Reaktion ist das Molekulargewicht zwar angestiegen, aber
in saurem Laufmittel liegt das Molekül ungeladen vor. Dadurch
nimmt der Rf-Wert deutlich zu, s. Abb. 2b, Spur 6, Pfeil.
Bei saurer Hydrolyse der isolierten Substanz entstand erwar-
tungsgemäß Glutaminsäure, s. Abb. 2 a/b, Spur 3,7.
Abb. 2: HPTLC-Analyse der Synthese von (2'-N-Biotinyl-)γ-L-
Glutamyl-
L-glutaminsäure (2);
Spur 1,5: Referenz γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure,
Spur 2,6: 2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutamin-
säure (2), Pfeil,
Spur 3,7: hydrolylsierte (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-
L-glutaminsäure,
Spur 4,8: Referenz Glutaminsäure;
*: unspezifische Färbung, Biotinester
Laufmittel V, A)
Färbung mit: Ninhydrin ;B) Färbung mit: Cl2-Tolidin
3.2 Synthese von (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-
L-glutaminsäuretrisuccinimidester (3)
Die Umsetzung von (2) mit N-Hydroxysuccinimid ergab den Ester,
wobei durch den Überschuß an NHS erreicht worden ist, daß alle
Carboxylgruppen zu dem entsprechenden Succinimidester verestert
worden sind, so wie es in Abbildung 3, Spur 2,8 (Pfeil) zu sehen
ist.
Durch den Überschuß an N-Biotinester bei der Synthese von (2)
enthält die eingesetzte Biotin-Glu2 noch Biotin.
Das Reaktionsprodukt ist so labil, daß Versuche, ihn zu isolieren,
mit der Abspaltung von Succinimid und der Generation von
Carboxylgruppen resultierten. Insofern ist auf eine Aufreinigung
verzichtet worden.
Abb. 3: HPTLC-Analyse der Synthese von (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-
Glutamyl-
L-glutaminsäuretrisuccinimidester (3)
Spur 1,7: Referenz N-Hydroxysuccinimid,
Spur 2,8: (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-
L-glutaminsäuretrisuccinimidester, Pfeil,
Spur 3,9: (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-
L-glutaminsäure,
Spur 4,10: Referenz DCC,
Spur 5,11: Referenz DHU,
Spur 6,12: Referenz Biotin;
Laufmittel: II, 
A) Hydroxylamin-Eisen(III)chlorid; B) Cl2-Tolidin
3.3 Isolierung von Galaktosylcerebrosid aus Rinderhirn (6)
Das Dialysat der Verseifung, das ein Gemisch der GSL GalCer,
Sgal1 und Gtet1 darstellte (Abb. 4, Spur 1), wurde durch die
Ionenaustauschchromatographie aufgetrennt: mit Methanol wurde das
GalCer von der Säule gewaschen, da es nicht an DEAE-Sephadex-A 25
Acetat Säule band (Abb. 4, Spur 2), während mit Ammoniumacetat die
geladenen Glykosphingolipide von der Säule eluiert worden sind
(Abb. 4, Spur 3). Ein Vergleich mit entsprechenden
Standardsubstanzen (Abb. 4, Spur 4, Spur 5 bzw. Spur 6) weist
diese Substanzen als Sgal1, Gtet1 bzw. GalCer aus.
Abb. 4: HPTLC-Analyse der Isolierung von Galaktosylcerebrosid
(6)
Spur 1: Dialysat (GSL-gemisch),
Spur 2: Waschen der DEAE-Sephadexsäule mit Methanol,
Spur 3: Elution mit 1 M methanol.
Ammoniumacetatlösung,
Spur 4: Referenz Sgal1,
Spur 5: Referenz Gtet1,
Spur 6: Referenz GalCer;
Laufmittel: II,
Detektionsreagenz: Orcin 
3.4 Chemische Modifizierung von Galaktosylcerebrosid (6)
Die verschiedenen Stadien der Ozonolyse mit anschließender
Reduktaminierung sind deutlich in der Abbildung 5 zu erkennen.
Bei der Behandlung mit Ozon reagierte nur die obere Bande I, die
danach das Sphingosin-haltige (ungesättigte) GalCer repräsentieren
muß.
Die Ausführung der Ozonolyse in Methanol bewirkte die Entstehung
der Methoxyhydroperoxide (74), die durch das Dimethylsulfid zu den
Aldehyden reduziert wurden (75).
Abb. 5: HPTLC-Verlaufskontrolle der Synthese von
reduktaminiertem Galaktosylcerebrosid (7) durch
ozonolytische Spaltung und Reduktaminierung von
Galaktosylcerebrosid (6)
Spur 1: Referenz Galaktosylcerebrosid,
Spur 2: Ozonolyseprodukt (II),
nicht umgesetztes GalCer (I),
Spur 3: Reduktion des Ansatz', 
Spur 4: Reduktaminierung des Ansatz'; 
Laufmittel: II,
Detektionsreagenz: Orcin über Ninhydrin (Kreise)
3.5 Synthese von Glykokonjugaten
Das Trägermolekül (3), das zur Kupplung vorbereitet worden
war, wurde nun mit den Kohlenhydratliganden umgesetzt.
3.5.1 Synthese des Glykokonjugat (8)
Dazu wurde der (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure-
trisuccinimidester (3) mit kommerziell erhältlichem Glukosamin
umgesetzt und es resultierte das Glykokonjugat (8).
Abb. 6: HPTLC-Analyse der Synthese des Konjugats (8) und die 
Aufreinigung über DEAE-Sephadex A 25 Acetat 
Spur 1: Referenz Glukosamin,
Spur 2: roher Kupplungsansatz, 
Spur 3: Waschen mit Wasser, Pfeil markiert das 
Glykokonjugat,
Spur 4: Elution mit 1 M Ammoniumacetat,
Spur 5: Elution mit 2 M Ammoniumacetat;
Laufmittel: VI,
Färbung mit Orcin über Ninhydrin (Kreise) -
Abb. 7: Immobilon-P PVDF-Membran, mit ABC-Reagenz inkubiert,
mit
4-Chloro-1-naphtol angefärbt
Aufreinigung über DEAE-Sephadex A 25 Acetat;
Spur 1: Referenz Biotin,
Spur 2: ausgekratzter Spot , eluiertes Kieselgel
aus Abbildung 6, Spur 3, 
Spur 3: ausgekratzter Spot, eluiertes Kieselgel aus
Abbildung 6, Spur 4,
Spur 4: ausgekratzter Spot, eluiertes Kieselgel aus
Abbildung 6, Spur 5
Jedoch zeigte auch die mit 1 M Ammoniumactetalösung eluierte
Substanz eine schwache Reaktion mit Orcin (Abb. 7, Spur 4) und
auch der Nachweis von Biotin in der Elution mit 1 M Ammoniumacetat
(Abb. 8, Spur 3) fiel positiv aus. Daraus muß geschlossen werden,
daß auch ziemliche Mengen diglykosyliertes Glykokonjugat
entstanden sind.
3.5.2 Synthese des Glykokonjugats (10)
Dazu wurde der (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutamin-
säuretrisuccinimidester (3) mit reduktaminiertem GalCer (7)
umgesetzt und es entstand das Glykokonjugat (10).
Die Aufreinigung des Ansatz, der noch überschüssiges reduktami-
niertes Galaktosylcerebrosid enthält, über DEAE-Sephadex A 25
Acetat ergab ein Molekül, das nicht an die Säule band (Abb. 9,
Spur 3). Aus der Tatsache, daß das neu entstandene Molekül nicht
an das Säulenmaterial band, läßt sich schließen, daß alle
Carboxylgruppen verschlossen sind. Die Reaktion mit Orcin zeigt,
daß das neue Molekül zuckerhaltig ist, und daneben ein hohes
Molekulargewicht hat, da es bei der Dünnschichtchromatographie
nicht mehr läuft. Daneben konnte auch gezeigt werden, daß das
Molekül Biotin enthält (s. Abb. 10, Spur 3), so daß damit das
Glykokonjugat mit drei reduktaminierten Galaktosylcere-
brosidepitopen synthetisiert ist. Aus der schwachen Reaktion mit
Orcin (Abb. 9, Spur 4) und der positive Nachweis von Biotin in der
Elution mit 1 M Ammoniumacetat (Abb. 10, Spur 3) muß allerdings
geschlossen werden, daß auch geringe Mengen diglykosyliertes
Glykokonjugat entstanden sind.
Abb. 8: HPTLC-Analyse der Synthese des Konjugats (10) und die 
Aufreinigung über Sephadex LH 20 
Spur 1: reduktaminiertes, isoliertes GalCer (7),
Spur 2: Glykokonjugat (10), 
Spur 3: Fraktion #1,
Spur 4: Fraktion #2,
Spur 5: Fraktion #3, Pfeil markiert das Glykokonjugat,
Spur 6: Fraktion #4,
Spur 7: Fraktion #5,
Spur 8: Fraktion #6,
Spur 9: Fraktion #7;
Laufmittel: VI,
Detektionsreagenz: Orcin über Ninhydrin (Kreise)
Die Glykokonjugate mit nur zwei bzw. einem Kohlenhydratliganden
banden an das DEAE Sephadex A 25 Acetat Säulenmaterial und sind
erst durch die Elution mit Ammoniumacetat isoliert worden.
Abb. 9: HPTLC-Analyse der Synthese des Konjugats (10) und die 
Aufreinigung über DEAE-Sephadex A 25 Acetat 
Spur 1: reduktaminiertes, isoliertes GalCer (7),
Spur 2: über LH 20 gereinigter Kupplungsansatz, 
Spur 3: Waschen mit Wasser,
Spur 4: Elution mit 1 M Ammoniumacetat,
Spur 5: Elution mit 2 M Ammoniumacetat;
Laufmittel: VI,
Färbung mit Orcin über Ninhydrin (Kreise)
Abb. 10: Immobilon-P PVDF-Membran, mit ABC-Reagenz inkubiert,
mit
4-Chloro-1-naphtol angefärbt
Aufreinigung über DEAE-Sephadex A 25 Acetat;
Spur 1: Referenz Biotin,
Spur 2: ausgekratzter Spot , eluiertes Kieselgel
aus Abbildung 9, Spur 3, Waschen mit Wasser, 
Spur 3: ausgekratzter Spot, eluiertes Kieselgel aus
Abbildung 9, Spur 4, Elution mit 1 M 
Ammoniumacetat,
Spur 4: ausgekratzter Spot, eluiertes Kieselgel aus
Abbildung 9, Spur 5, Elution mit 2 M 
Ammoniumacetat
4. DISKUSSION
Tumorprogression und Metastasierung sind eng verknüpft mit
den Oberflächeneigenschaften der Krebszelle (44), und es gibt
gute Gründe anzunehmen, daß dabei unter anderem Kohlenhydrate
als Glykokonjugate an der Zelloberfläche beteiligt sind (76).
Zahlreiche Befunde deuten auf die Involvierung von Kohlen-
hydraten an der Interaktion von Zellen hin.
a) Bestimmte Kohlenhydrate/Kohlenhydratkonjugate 
verhindern die Adhäsion von Zellen (77,78). Die 
Konjugate binden an eine Säule, die zuvor mit dem 
komplementären Glykosphingolipid beschichtet worden 
ist (79,80); die Kohlenhydrate inhibieren die 
Adhäsion von Liposomen mit Glykosphingolipiden an 
Plastikoberflächen, die mit Glykosphingolipiden 
beschichtet sind (79,81,82). Desweiteren ist 
beobachtet worden, daß Lex-liposomen die Dialyse von 
Laktoneopentaose hemmen (80).
b) Liposomen mit inkorporierten Glykosphingolipiden 
aggregieren an Glykosphingolipidliposomen 
(79-81,83,84), an Säulen, die mit Glykosphingolipiden
beschichtet sind (80) und an mit Glykosphingolipiden 
beschichteten Plastikoberflächen (46,79,82). 
Liposomen mit eingebautem Galaktosylcerebrosid binden
an mit Sulfatid beschichteten Oberflächen. Da sowohl 
GalCer als auch Sulfatid in größeren Mengen im Myelin
vorkommen, wird eine Stabilisierung der Myelinschicht
durch die Bindung von Sulfatid an 
Galaktosylcerebrosid postuliert (80,84,85).
c) Aus NMR-Untersuchungen sind Modelle von 
Gangliotriaosylceramid und Sialosyllactosylceramid 
errechnet worden, die komplementäre Strukturen 
darstellen und so deren Interaktion auf molekularer 
Ebene verdeutlichen (80,82,86).
Daneben ist auch bei vielen Adhäsionsvorgängen in der Natur die
Beteiligung der Kohlenhydrate gezeigt worden (s. Abb. 11):
d) Viele Toxine (z. B. Tetanus toxin, Botulinus toxin, 
Shiga toxin, Ricin, Cholera toxin, Verotoxin 
(37,87-93)) binden an Glykosphingolipide der Zell- 
oberfläche. Das ermöglicht ihnen, in die Zelle
einzudringen und dann eine toxische Wirkung zu 
entfalten.
e) Auch von verschiedenen körpereigenen Stoffen nimmt man 
an, daß sie Glykosphingolipide zur Bindung benutzen, um 
erst dann zu wirken:Choriongonotropin, Lutropin, 
Thyrotropin (94-97).
f) Die Eigenschaft mancher Bakterien, humanpathogen zu 
wirken, ist darauf zurückzuführen, daß sie auf ihrer 
Oberfläche Lipooligosaccharide exprimieren, die 
Glykosphingolipiden der Globo- oder der Neolactoserie 
ähneln (30,87). So gelingt es diesen Bakterien, das 
Immunsystem zu überwinden, ohne als fremd erkannt zu 
werden, so z.B. Escherichia coli, Propionibakterium, 
Streptococcus pneumonia, Neisseria gonorrhoea 
(87,98-100) und Helicobacter pylori (101,102).
g) So wie Bakterien, gebrauchen auch Viren die 
Glykosphingolipide, um an Zellen zu binden und die 
Zellen zu befallen.
Beispiele sind das Influenza Virus, das an 
Sialinsäure bindet (103-105) und das HIV, dessen 
Oberflächenprotein gp 120 das Glykosphingolipid 
Galaktosylcerebrosid auf einer Zelle als Rezeptor 
benutzt, um dann an die Zelle zu binden (106-111). 
Weiterhin ist beobachtet worden, daß der Einsatz 
monoklonaler Antikörper gegen Galaktosylcerebrosid 
die Bindung des Virus' an die Zelle verhindert (112).
Abb. 11: Zusammenfassung der Wechselwirkungen einer Zelle mit 
extrazellulären Strukturen via Kohlenhydrate
Die Kohlenhydrate liegen als Glykoproteine oder als
Glykolipide vor. Letztere werden hier wegen des Zusammenhangs
mit dem Thema der vorliegenden Arbeit besonders betrachtet.
Die meisten Glykolipide kommen als Glykosphingolipide in der
Plasmamembran vor (13,113-117).
Darüber hinaus sind Glykosphingolipide in intrazellulären
Organellen (118-123) und am Zellkern (124) gefunden worden.
Für die Konstruktion eines Glykokonjugats auf der Basis
eines Glykosphingolipids für die Erforschung von Kohlenhydrat-
bindestellen ist es erforderlich, den Aufbau eines Glykosphin-
golipids zu kennen.
Die Glykosphingolipide sind einerseits aus einem hydrophoben
Teil (Ceramid) und andererseits aus einem hydrophilen Teil
(Oligosaccharidkette) aufgebaut (12).
Als Ceramid wird die Stickstoffbase Sphingosin (2S,3R-2-Amino-
trans-4-octadecen-1,3-diol) mit einer amidartig gebundenen
Fettsäure bezeichnet (125). Die zwei Stereozentren an C2 und
C3 im Sphingosinmolekül ergeben 4 Konformationsmöglichkeiten;
in Glykosphingolipiden kommt aber fast ausschließlich die
erythro-2S,3R-Form vor (126).
Hydrophober und hydrophiler Molekülteil sind durch eine glyko-
sidische Bindung an der primären Hydroxylgruppe des Sphingosin
miteinander verbunden s. Abb. 12.
Abb. 12: Struktur eines Glykosphingolipids
Ceramid = Amid aus Fettsäure und Sphingosinbase
Der an die primäre Hydroxylgruppe des Sphingosin
glykosidisch gebundene Kohlenhydratteil ragt in den 
extrazellulären Raum
Ceramid hat mit der sekundären Hydroxylgruppe einen Wasser-
stoffdonor und mit dem Sauerstoffatom der Carbonylgruppe einen
Wasserstoffakzeptor. Daher sind die Glykosphingolipide im Ge-
gensatz zu den anderen Membranmolekülen (Phospholipiden,
Glyceriden) in der Lage, intra- und intermolekulare Wasser-
stoffbrückenbindungen zu bilden und so die Rigidität der
Membran wesentlich zu erhöhen (86,127).
Abhängig davon, aus welchem Gewebe die Glykosphingolipide
isoliert worden sind und abhängig von der Sequenz der ersten
Monosaccharide der Oligosaccharidkette, kann man die
Glykosphingolipide in Serien einteilen (12,13).
                      Struktur          Serie     Abkürzung
Galß1->3GalNAcß1->4Galß1->4Glc->Cer Ganglio- GgOse4Cer
Galα1->4Galß1->4Glc->Cer Globo- GbOse3Cer
Galα1->3Galß1->4Glc->Cer isoGlobo- iGbOse3Cer
Galß1->3GlcNAcß1->3Galß1->4Glc->Cer Lacto- iLcOse4Cer
Galß1->4GlcNAcß1->3Galß1->4Glc->Cer neoLacto- nLcOse4Cer
Galß1->3Galß1->4Glc->Cer Muco- McOse3Cer
Abb. 13: Einteilung der Glykosphingolipide der Vertebraten in Serien 
anhand der Struktur der Oligosaccharidkette
Die Variabilität der Glykosphingolipide beschränkt sich nicht
nur auf das Vorhandensein unterschiedlicher Sequenzen und Ver-
knüpfungen der Monosaccharide. Durch Anfügen von Seitenketten-
bausteinen steigt die Anzahl der möglichen Strukturen der
Glykosphingolipide stark an.
Es gibt Glykosphingolipide, die Ganglioside, bei denen an der
Saccharidkette Neuraminsäure (5-Amino-3,5-didesoxy-D-glycero-ß-D-
galactononulosaminsäure) angefügt ist.
Weitere GSL-varianten sind die Sulfat-haltige
Glykosphingolipide, die Sulfatide und die Fukolipide,
Glykosphingolipide mit meist seitenkettenständiger Fukose (z.B.
die Blutgruppensubstanzen).
Bei der Feinlokalisation der Glykosphingolipide in der
Plasmamembran ist gefunden worden, daß die GSL in der
Zellmembran selten einzeln angeordnet sind, sondern sich zu
Flecken zusammenlagern (s. Abb. 14), so wie Kojima et al. es
postuliert hat (45).
Abb. 14: Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen abgeleitete, 
hypothetische Anordnung von Glykoproteinen und 
Glykosphingolipiden in der Zellmembran
(aus (45), mit freundlicher Genehmigung der Oxford University 
Press)
Besondere Beachtung haben die Glykosphingolipide durch die
Korrelation zwischen Struktur der Oligosaccharide und der
Karzinomart erlangt (Übersicht, siehe (8,15)).
Die Glykosphingolipidzusammensetzung der Plasmamembran einer
gesunden Zelle unterscheidet sich von der Zusammensetzung
einer Tumorzelle (8,19). Die Glykosphingolipide an der
Zelloberfläche haben veränderliche Bedeutung, z.B. für maligne
Zellerkennung. Hier findet man ungewöhnliche, andernorts meist
nicht oder nur in untergeordneter Menge vorkommende
Glykosphingolipide. Beispiele dafür sind die Ganglioside Glac2
beim Melanom und Glioblastoma multiform oder Gfpt1 beim
kleinzelligen Lungenkarzinom. Eine Erklärung oder
Systematisierung dieser Befunde bleibt meistens schwierig, da
in all diesen Fällen die Natur der Tumorprogenitorzellen
unbekannt ist.
Dennoch scheinen sich folgende Veränderungsmöglichkeiten der
Glykosphingolipidkomponentenzusammensetzungen bei maligner
Zelltransformation abzuzeichnen:
1.) unvollständige Biosynthese der GSL, teilweise mit Ak-
kumulation der Vorstufen: so wird aus GbOse3Cer nicht
GbOse4Cer. Die Anhäufung von Gb3OseCer ist typisch für
Burkitts Lymphkarzinom (128); durch die fehlende Umsetzung von
Glac1 zu Glac2, von Glac2 zu Gtri2 und von Gtri2 zu Gtet2b
akkumulieren sich die entsprechenden Precursor, diese
gesteigerte Menge an Glac2 ist assoziiert mit Melanomen (129-
133).
Tumorzellen fehlen
a) die Glykosyltransferasen,
b) wegen des kürzeren Zellzyklus die Zeit, um die Oligosaccha-
ridkette der GSL während der Biosynthese aufzubauen.
Daher sind die GSL von Tumorzellen in ihrem Kohlenhydratteil
meist kürzerkettig als die GSL von benignen Zellen (12,134).
2.) Durch Aktivierung von inaktiven Glykosyltransferasen
werden Glykosphingolipide (z.B. Fukolipide (135-143) oder
Fukoganglioside (56,58,144,145)) synthetisiert, die in
vergleichbaren, gutartigen Zellen nicht vorkommen.
Bei der Metastasierung werden Zellen des Primärtumors in das
Blutsystem abgegeben und zirkulieren durch den gesamten
Organismus. Durch initialen Kontakt zwischen diesen
Tumorzellen und Epithelzellen der Blutgefäßwand durch
Wechselwirkung via GSL kommt es dann zur Adhäsion der
Tumorzellen an die Blutgefäßwand und Invasion in das
umliegende Gewebe und anschließend zur Bildung von Metastasen
durch Wechselwirkungen der Tumorzellen und den benignen Zellen
des Gewebes, erneut via GSL (146).
Da es sich hierbei um dynamische Vorgänge handelt, scheint es
notwendig, über die zahlreichen Bindungsversuche unter stati-
schen Bedingungen hinauszugehen. Zumal die
Gleichgewichtsdialyse und die Adhäsionsversuche von Kojima et
al. (79,147,148), der Glykosphingolipidliposomen und Zellen im
Fluß über eine mit Glykosphingolipiden beschichtete
Plastikoberfläche gegeben hat, deutlich gemacht haben, daß bei
der Zelladhäsion via Glykosphingolipide zwischen statischen
und dynamischen Systemen enorme Differenzen bestehen. So
werden z.B. die physiologischen Bedingungen (Scherkräfte durch
Bewegung) bei den statischen Adhäsionsexperimenten nicht
berücksichtigt.
Der oben beschriebene Ablauf der Metastasierung legt die
Vermutung nahe, daß es auch Bindestellen für bestimmte Kohlen-
hydrate gibt. Um diese Bindestellen zu finden, steht man vor
der Notwendigkeit, ein Glykokonjugat, das seinen Bindeort zu
erkennen gibt, zur Verfügung zu haben.
Die Interaktion zwischen Kohlenhydraten und kohlenhydrat-
bindenden Molekülen ist oft multivalent (149) und/oder schwach
(64,65,150). Kompensiert werden kann dies durch die
Multivalenz des kohlenhydrattragenden Reagenz'.
Schon von anderen Zelladhäsionsmolekülen ist dieser "Cluster-
Effekt" bekannt: polyvalente Glykokonjugate haben eine viel
höhere Affinität zu dem entsprechenden kohlenhydratbindenden
Molekül als monovalente Glykokonjugate (32,62,66,151).
Das Reagenz, an das die Kohlenhydratepitope gekoppelt sind,
darf keine Funktionalitäten mehr haben, da diese eine eigene
Wechselwirkung mit den Zellen eingehen und so die ohnehin
schwache Wechselwirkung zwischen Glykosphingolipid und einem
potentiellen Bindungspartner überdecken könnten. Trägt
beispielsweise das Untersuchungsreagenz neben der
Kohlenhydratkette eine Ladung, so können die beobachteten
Effekte sowohl von der Oligosacchararidkette, als auch von der
Ladung hervorgerufen worden sein.
Um den Kohlenhydratteil möglichst wenig zu modifizieren, ist
die Markergruppe an das Trägermolekül gekuppelt worden.
Zugleich ist so die Funktionalität, die auch für eine Wechsel-
wirkung geeignet sein könnte, aus dem Molekül herausgenommen
worden.
Um die Carboxylgruppen der Glutamyl-glutaminsäure zur Kupplung
bereit zu machen, wurden die Carboxylgruppen durch Veresterung
aktiviert, s. Abbildung 15.
Abb. 15: Reaktionsschema zur Umwandlung von γ-L-Glutamyl-
L-glutaminsäure in (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-
L-glutaminsäure-trisuccinimidester (3)
Schließlich wurde dieser Ester mit geeigneten Kohlenhydraten/
kohlenhydrattragenden Molekülen umgesetzt.
Dazu mußten auch die Kohlenhydratliganden kupplungsfähig sein;
um mit einem Carboxylgruppenester gekuppelt zu werden, sollte
das Kohlenhydrat eine primäre Aminogruppe besitzen.
Um dies zu erreichen, wurden zwei Wege beschritten:
A) es wurde kommerziell erhältliches Glukosamin eingesetzt und
mit dem (2'-N'-Biotinyl-)γ-L-Glutamyl-L-glutaminsäure-
trisuccinimidester (3) umgesetzt.
Abb. 16: Synthese von Glykokonjugat (8) aus Umsetzung von (3) mit 
Glukosamin
Dieses Glykokonjugat dürfte aber kaum für Adhäsionsversuche
geeignet sein, da bekannt ist, daß ein Spacermolekül zwischen
Kohlenhydrat und Trägermolekül die Effektivität der Bindung
des Glykokonjugats an eine Kohlenhydratbindestelle stark
erhöht (64) und die Synthese eines multivalenten Konjugats
erleichtert (152).
B) Das Kohlenhydrat wurde nicht direkt eingesetzt, sondern es
wurde ein kohlenhydrattragendes Molekül benutzt.
Zur Konstruktion eines Konjugats mit einem Glykosphingolipid
war es allerdings nötig, das Glykosphingolipid zuerst in eine
Form zu bringen, in der es kovalent an ein Trägermolekül
gebunden werden konnte.
Dazu mußte es so derivatisiert werden, daß eine Funktionalität
entstand, die eine Kupplung ermöglichte (s. Abb. 17).
Natürlich durften diese Modifikationen nicht zu einer Verände-
rung der Oligosaccharidkette führen, denn dies hätte eine
Veränderung der Information bedeutet und hätte damit dem
Ergebnis von vornherein jede Aussagekraft genommen. So war be-
kannt, daß durch die Derivatisierung des Kohlenhydrates die
Bindungsfähigkeit eingeschränkt wird bzw. verloren geht (153).
Um die Information, die in der Oligosaccharidkette enthalten
ist, nicht zu verändern, war es daher unerlässlich, das
Glykosphingolipid im Ceramidteil zu derivatisieren. Hierfür
stellt die Doppelbindung im Sphingosin den idealen Ausgangs-
punkt dar. Durch ozonolytische Spaltung, reduktive
Aufarbeitung und Reduktaminierung des entstehenden Aldehyds
ließ sich hier eine Aminofunktion generieren.
Dadurch daß die Ozonolyse in Methanol ausgeführt wurde, kam es
nicht zur Bildung des Ozonids, sondern das Primärozonid
zerfiel in Methoxyhydroperoxid und Aldehyd (74).
Das intermediär entstehende 2-Hydroxy-3-aminoacyl-4-O-
glykosid-butanal (s. Abb. 17, I) ist nur im Neutralen und
Sauren stabil; unter alkalischen Bedingungen tautomerisiert
das 2-Hydroxy-3-aminoacyl-4-O-glykosid-butanal zum Enolat, und
der Kohlenhydratteil wird eleminiert (154-158). Ist die
Oligosaccharidkette abgespalten, wird zwar auch eine
Aminogruppe generiert, allerdings geht dabei die Pyranoseform
des reduzierenden Zuckers verloren, weil das intermediär
entstehende Enamin kein Halbacetal bilden kann (159-161).
Abb. 17: allgemeines Schema der Reduktaminierung eines Glykolipids
Exemplarisch wurde hier Galaktosylcerebrosid eingesetzt, da
dieses GSL einfach zugänglich ist und leicht in größeren
Mengen isoliert werden kann.
Bei der Reduktaminierung entsteht aus dem Sphingosin das 1-
Amino-2-hydroxy-3-aminoacyl-4-O-glykosid-butanol (Abb. 17,
II).
Abb. 18: Darstellung von reduktaminiertem Galaktosylcerebrosid (7)
Nun, da sowohl Trägermolekül als auch Kohlenhydratligand für
die Kupplung vorbereitet waren, wurden die beiden
zusammengegeben und es enstand das Glykokonjugat (10), s. Abb.
19.
Abb. 19: Synthese von Glykokonjugat (10) aus (3) und (7)
Diese Glykokonjugate können mehrfach genutzt werden:
a) Konjugate bei denen Kohlenhydrate an Proteine oder Peptide
gekuppelt worden sind, werden benutzt, um Antikörper zu
gewinnen (162-165). Durch die Kupplung wird die schwache
Immunogenität der Glykosphingolipide entscheidend gesteigert;
b) teilweise weden auch die Kohlenhydrate an Polymere
gebunden, um so Lektine oder Kohlenhydratbindende Organismen
zu isolieren (104,166-167).
c) Bei diesen Konjugaten spielt es anscheinend eine
entscheidene Rolle für die Bindungsaffinität, wie die
Kohlenhydrate gebunden sind, bzw. welche Struktur die
Konjugate haben (168).Wie schon oben erwähnt, verbessert eine
Spacergruppe zwischen Kohlenhydrat und Trägermolekül die
Affinität ganz enorm (64).
Es wird eine Aufgabe der Zukunft sein, die beiden in dieser
Arbeit synthetisierten Kohlenhydratkonjugate darauf zu testen,
für welchen Zweck sie am besten geeignet sind.
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